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2.1	  TBI	  	   Traumatic	  brain	  injury	  (TBI)	  is	  described	  as	  an	  acute	  event	  leading	  to	  consequences	  that	  can	  affect	  all	  aspects	  of	  life	  including	  both	  physical	  and	  metal	  abilities.	  	  Brain	  injuries	  do	  not	  heal	  like	  other	  injuries	  in	  that	  recovery	  is	  functional	  and	  based	  on	  mechanisms	  that	  are	  uncertain.	  	  No	  two	  injuries	  are	  exactly	  the	  same	  and	  even	  similar	  injuries	  can	  result	  in	  different	  symptoms.	  With	  approximately	  1.5	  million	  new	  cases	  every	  year,	  50,000	  of	  which	  result	  in	  death	  and	  85,000	  leading	  to	  long-­‐term	  disabilities,	  the	  need	  for	  better	  understanding	  is	  pertinent	  [1].	  	  The	  main	  mechanisms	  of	  injury	  are	  open	  head	  injuries,	  closed	  head	  injuries,	  deceleration	  injuries,	  chemical	  or	  toxic	  exposure,	  hypoxia,	  tumors,	  infections,	  and	  stroke	  [1].	  This	  study	  focuses	  on	  deceleration	  type	  injuries,	  meaning	  that	  the	  cells	  move	  through	  space	  and	  then	  experience	  a	  rapid	  discontinuation	  of	  action.	  	  When	  the	  brain	  in	  impacted,	  different	  lobes	  and	  regions	  experience	  different	  shear	  stresses	  and	  angles	  of	  impact.	  	  	  Therefore,	  orientation	  of	  the	  impact	  was	  a	  key	  component	  in	  this	  experiment,	  and	  the	  angles	  of	  impact	  included	  0,45,	  and	  90	  degrees.	  	  The	  results	  of	  the	  injury	  are	  measured	  by	  observing	  gene	  expression	  of	  astrocytes.	  	  	  
2.2	  Astrocytes	  and	  Genes	  	   Astrocytes	  were	  used	  because	  they	  are	  the	  most	  abundant	  and	  most	  diverse	  neuroglial	  cells	  in	  the	  central	  nervous	  system,	  outnumbering	  the	  next	  closest	  cell	  by	  five	  fold	  [2].	  	  Astrocytes	  preform	  a	  variety	  of	  functions	  including	  creating	  the	  brain	  environment,	  maintaining	  brain	  homeostasis,	  storing	  and	  distributing	  energy	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substrates,	  controlling	  and	  developing	  neural	  cells,	  and	  providing	  for	  brain	  defense.	  	  The	  functionality	  of	  astrocytes	  after	  impact	  was	  conducted	  by	  observing	  gene	  expression	  for	  GFAP	  and	  TNF-­‐alpha.	  	  GFAP,	  or	  glial	  fibrillary	  acid	  protein,	  is	  a	  main	  astrocyte	  marker	  and	  expression	  is	  used	  to	  show	  that	  reactive	  astrocytes	  are	  responding	  to	  central	  nervous	  system	  injuries.	  	  TNF-­‐alpha,	  or	  tumor	  necrosis	  factor	  alpha,	  is	  a	  cell	  signaling	  protein	  involved	  in	  systemic	  inflammation	  and	  is	  a	  cytokine	  that	  makes	  up	  the	  acute	  phase	  reaction	  [4].	  	  Expression	  of	  the	  two	  genes	  pre	  and	  post	  deceleration	  gives	  insight	  on	  the	  functionality	  of	  astrocytes	  in	  response	  to	  simulated	  TBI.	  	  
3.	  Methods	  
3.1	  Seeding,	  Passaging,	  and	  Counting:	  	   Rat	  astrocytes	  kept	  in	  1	  mL	  centrifuge	  tubes	  and	  stored	  in	  liquid	  nitrogen	  were	  thawed	  and	  pipetted	  into	  a	  T175	  flask	  along	  with	  20	  mL	  of	  fresh	  cell	  medium	  and	  then	  placed	  in	  the	  incubator	  set	  to	  37	  degrees	  Celsius.	  	  Due	  to	  agents	  in	  the	  original	  culture	  the	  first	  batch	  of	  media	  was	  required	  to	  sit	  for	  45	  minutes	  before	  being	  aspirated	  out,	  and	  once	  replaced,	  cells	  were	  fed	  a	  fresh	  20	  mL	  of	  media	  every	  2-­‐3	  days.	  	  	  At	  approximately	  90%	  confluence	  the	  cells	  were	  passaged	  into	  enough	  T175	  flasks	  to	  conduct	  the	  experiment.	  	  Each	  T175	  can	  hold	  around	  4	  million	  cells	  and	  based	  on	  the	  fact	  that	  the	  end	  result	  was	  the	  use	  of	  eight	  6-­‐well	  plates,	  it	  was	  deduced	  that	  10	  million	  cells	  were	  needed	  in	  order	  to	  run	  PCR.	  	  The	  cells	  from	  the	  original	  flask	  were	  washed	  with	  10	  mL	  of	  PBS	  and	  then	  coated	  with	  3.5	  mL	  of	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trypsin	  and	  left	  to	  incubate	  for	  5	  minutes	  for	  full	  detachment	  from	  the	  flask.	  	  After	  using	  the	  microscope	  as	  detachment	  confirmation,	  3.5	  mL	  of	  media	  were	  added	  to	  neutralize	  the	  trypsin,	  and	  the	  7mL	  combination	  was	  centrifuged	  for	  10	  minutes	  at	  300	  cycles.	  	  The	  resulting	  liquid	  mixture	  was	  aspirated	  out	  and	  fresh	  media	  was	  added	  to	  the	  pellet	  of	  cells,	  mixed	  well,	  and	  then	  pipetted	  into	  three	  T175	  flasks	  in	  order	  to	  reach	  10	  million	  cells.	  	  The	  three	  flasks	  were	  fed	  until	  confluence	  again	  before	  being	  passaged	  into	  the	  6-­‐well	  plates.	  	  	  One	  hundred	  microliters	  were	  set-­‐aside	  after	  the	  centrifuging	  for	  cell	  counting.	  	  After	  adding	  50uL	  of	  cells	  and	  150uL	  of	  trypan	  blue	  to	  each	  side	  of	  the	  cell	  counter,	  1019	  cells	  were	  counted.	  	  With	  a	  dilution	  factor	  of	  four	  and	  eight	  squares	  counted	  in	  total,	  it	  was	  found	  that	  10.2	  million	  cells	  were	  present	  in	  the	  three	  flasks.	  	  
3.2	  Impact	  Procedure:	  
	   The	  declaration	  device	  was	  made	  to	  hold	  a	  6-­‐well	  plate	  as	  indicated	  by	  Figure	  1	  below.	  	  The	  counted	  cells	  were	  seeded	  into	  eight	  6-­‐well	  plates,	  2	  per	  orientation	  (0,	  45,	  and	  90	  degrees)	  and	  2	  per	  control,	  shown	  by	  Figures	  2-­‐4.	  	  Each	  well	  held	  2	  mL	  of	  media	  and	  could	  hold	  around	  200,000	  cells	  at	  95%	  confluence.	  	  On	  the	  day	  of	  testing,	  most	  but	  not	  all	  of	  the	  media	  was	  removed	  from	  each	  well	  and	  the	  plates	  were	  wrapped	  in	  parafilm.	  	  The	  plates	  were	  placed	  into	  the	  device	  and	  were	  raised	  to	  the	  a	  90	  drop	  angle	  and	  dropped	  to	  hit	  the	  wall.	  	  The	  cells	  were	  stopped	  after	  one	  and	  two	  impacts	  then	  removed	  from	  the	  device	  and	  unwrapped.	  	  2	  mL	  of	  media	  was	  place	  in	  each	  well	  and	  left	  to	  sit	  for	  6	  hours	  before	  the	  PCR/RNA	  agents	  could	  be	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added.	  	  For	  consistency,	  the	  control	  groups	  experienced	  the	  same	  time	  out	  of	  the	  incubator	  as	  the	  impacted	  cells.	  	  	  After	  the	  6	  hours,	  each	  plate	  was	  sprayed	  with	  RNA	  cleaner	  for	  contamination	  prevention	  purposes.	  	  1.8	  mL	  of	  the	  media	  was	  aspirated	  out	  and	  1	  mL	  of	  RNA	  protect	  was	  added	  to	  every	  well	  as	  astrocytes	  call	  for	  a	  1:5	  cell	  to	  protect	  volume	  ratio.	  	  This	  allowed	  the	  cells	  to	  detach	  and	  all	  contents	  were	  withdrawn	  and	  placed	  into	  48	  microtubules,	  1	  per	  sample,	  and	  placed	  in	  the	  -­‐80	  degrees	  C	  freezer	  until	  RNA	  purification	  was	  done.	  	  	  
	   	  
	  	  Figure	  1	  –	  Deceleration	  Impact	  Device	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  Figure	  2	  –	  0	  Degree	  Impact	  	  
	  	  Figure	  3	  –	  90	  Degree	  Impact	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  Figure	  4	  –	  45	  Degree	  Impact	  	  	  
3.3	  RNA	  Purification:	  	   This	  process	  was	  done	  in	  a	  taped	  off	  section	  of	  the	  lab	  in	  order	  to	  reduce	  the	  chances	  of	  alternative	  RNA	  contamination.	  Four	  samples	  were	  done	  at	  a	  time	  due	  to	  the	  duration	  of	  the	  process	  and	  orderliness,	  preventing	  any	  sample	  from	  being	  off	  ice	  for	  too	  long,	  and	  preventing	  a	  mix-­‐up	  of	  samples	  and	  pipetting.	  	  	  First	  the	  samples	  were	  centrifuged	  as	  is	  in	  their	  microcentrifuge	  tubes	  for	  5	  minutes	  at	  5000x.	  	  The	  supernatant	  was	  removed	  completely	  and	  the	  pellet	  was	  loosened	  by	  a	  gentle	  flick	  of	  the	  tube.	  	  Next,	  350uL	  of	  Buffer	  RLT	  Plus	  was	  added	  and	  vortexed	  in	  order	  to	  dissolve	  the	  pellet	  leaving	  only	  the	  lysate	  behind.	  	  The	  lysate	  was	  then	  homogenized	  by	  being	  pipetted	  into	  a	  QIAshredder	  spin	  column	  and	  placed	  into	  a	  2	  mL	  collection	  tube	  and	  centrifuged	  for	  2	  minutes	  at	  full	  speed.	  	  Following	  homogenization,	  the	  lysate	  was	  transferred	  to	  a	  gDNA	  Eliminator	  spin	  column	  and	  centrifuged	  for	  30	  seconds	  at	  10,000	  rpm.	  	  The	  column	  was	  then	  discarded	  and	  the	  flow	  through	  was	  saved.	  	  One	  volume	  (350uL)	  of	  70%	  ethanol	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was	  added	  to	  the	  flow	  through	  and	  mixed	  well	  before	  being	  transferred	  to	  an	  RNeasy	  spin	  column	  and	  centrifuged	  for	  15	  seconds	  at	  10,000	  rpm.	  	  In	  this	  instance	  the	  flow	  through	  consisting	  of	  ethanol	  was	  discarded	  and	  the	  column	  containing	  the	  RNA	  was	  kept.	  	  	  The	  next	  portion	  of	  the	  process	  involved	  a	  series	  of	  washes	  with	  more	  buffers.	  	  The	  first	  was	  done	  by	  adding	  700uL	  of	  Buffer	  RW1	  to	  the	  RNeasy	  spin	  column,	  centrifuging	  for	  15	  seconds	  at	  10,000	  and	  discarding	  the	  flow	  through.	  	  Then,	  500uL	  of	  the	  next	  buffer,	  RPE,	  was	  added	  to	  the	  RNeasy	  spin	  column	  and	  centrifuged	  for	  15	  seconds	  at	  10,000	  rpm.	  	  After	  discarding	  the	  flow	  through,	  an	  additional	  500uL	  of	  RPE	  was	  added	  and	  centrifuged	  for	  2	  minutes	  before	  discarding	  the	  flow	  through.	  The	  final	  step	  involved	  placing	  the	  RNeasy	  spin	  column	  in	  a	  1.5mL	  collection	  tube	  and	  adding	  40uL	  of	  RNase-­‐free	  water	  directly	  to	  the	  spin	  column	  membrane.	  	  The	  column	  was	  centrifuged	  for	  1	  minute	  at	  10,000	  rpm	  to	  elute	  the	  RNA.	  	  Following	  the	  elution,	  the	  samples	  were	  analyzed	  by	  Gen	  5.11	  Take	  3	  software.	  	  Two	  2uL	  samples	  were	  placed	  on	  the	  black	  dots	  of	  the	  plate	  and	  the	  RNA	  content	  was	  recorded.	  	  A	  value	  between	  1-­‐2	  meant	  a	  good	  presence	  of	  RNA	  and	  anything	  with	  a	  value	  of	  around	  0	  (90	  degree	  2C	  sample	  and	  all	  angles	  2D	  sample)	  was	  tossed	  out	  before	  converting	  to	  cDNA.	  	  This	  process	  was	  done	  for	  all	  twelve	  rounds	  in	  order	  to	  accommodate	  all	  samples	  at	  every	  orientation.	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3.4	  cDNA	  Synthesis:	  	   cDNA	  synthesis	  is	  the	  process	  of	  heating	  and	  breaking	  the	  bonds	  between	  the	  RNA	  strands	  and	  allowing	  reverse	  transcriptase	  to	  turn	  RNA	  into	  cDNA.	  	  It	  begins	  by	  thawing	  the	  5x	  iSCript	  reaction	  mix	  and	  then	  placing	  4uL	  of	  the	  mix	  into	  a	  new	  microcentrifuge	  tube,	  along	  with	  1uL	  of	  iScript	  reverse	  transcriptase	  and	  15uL	  of	  the	  RNA	  from	  one	  of	  the	  samples.	  	  The	  denaturation	  process	  was	  then	  performed	  by	  keeping	  the	  centrifuge	  tubes	  at	  room	  temp	  for	  5	  minutes,	  at	  42	  degrees	  C	  for	  30	  minutes,	  then	  at	  85	  degrees	  C	  for	  5	  minutes.	  	  The	  final	  product	  was	  kept	  in	  the	  -­‐80	  degrees	  C	  freezer	  until	  PCR	  protocol.	  	  
3.5	  Polymerase	  Chain	  Reaction	  (PCR):	  	   PCR	  is	  a	  technique	  used	  to	  amplify	  trace	  amounts	  of	  DNA	  in	  order	  to	  determine	  the	  identity	  of	  the	  source	  DNA.	  	  In	  order	  to	  begin,	  the	  cDNA’s	  had	  to	  be	  diluted	  based	  on	  the	  ng/uL	  readings	  from	  RNA	  purification.	  	  The	  two	  samples	  per	  well	  were	  averaged	  and	  the	  lowest	  amount	  of	  cDNA	  present	  was	  11.58	  ng/uL	  and	  was	  used	  as	  the	  base	  amount.	  All	  other	  samples	  were	  scaled	  down	  to	  that	  concentration	  with	  water.	  	  Each	  well	  of	  the	  PCR	  contained	  20uL	  of	  fluid	  consisting	  of	  10uL	  of	  SYBR	  green	  mix,	  7	  uL	  water,	  1	  uL	  of	  primer,	  and	  2	  uL	  of	  the	  diluted	  sample.	  	  Master	  mixes	  were	  made	  for	  each	  of	  the	  three	  primers	  (GAPDH,	  GFAP,	  TNF-­‐alpha)	  according	  to	  the	  number	  of	  wells	  required	  by	  each.	  The	  number	  for	  GAPDH	  was	  higher	  as	  it	  served	  as	  the	  base	  gene	  in	  order	  to	  give	  readings	  for	  the	  other	  two	  genes	  of	  choice.	  	  The	  plate	  layout	  is	  shown	  below	  by	  Figure	  5.	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  Figure	  5	  –	  PCR	  Plate	  Layout	  	   	  	   Each	  well	  was	  composed	  of	  18	  uL	  master	  mix	  and	  2	  uL	  sample.	  	  The	  dilutions	  were	  made	  by	  first	  taking	  2	  uL	  of	  every	  sample,	  the	  blank	  (water),	  and	  no	  RT	  and	  placing	  them	  into	  the	  1:1	  microcentrifuge	  tube.	  	  Then	  2	  uL	  of	  that	  sample	  was	  placed	  into	  the	  1:10	  tube,	  which	  contained	  18	  uL	  water.	  	  This	  was	  repeated	  until	  the	  dilution	  factor	  reached	  1:10000.	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Once	  the	  plate	  was	  complete,	  it	  was	  taken	  to	  the	  CFX	  machine	  for	  the	  reaction	  to	  begin.	  	  The	  machine	  heats	  the	  sample	  and	  the	  reagents	  to	  >900	  C	  in	  order	  to	  break	  the	  hydrogen	  bonds	  and	  then	  cooling	  the	  mixture	  allowing	  the	  primer	  and	  polymerase	  to	  bond.	  	  This	  cycle	  was	  repeated	  45	  times.	  	  After	  amplification,	  the	  segments	  are	  compared	  to	  other	  nucleotides	  from	  a	  known	  source,	  in	  this	  case	  the	  GFAP	  and	  TNF-­‐alpha.	  	  	  	  
4.	  Results	  	   The	  PCR	  quantification	  was	  done	  via	  the	  delta	  delta	  Ct	  method.	  	  It	  analyzes	  the	  changes	  in	  gene	  expression	  through	  use	  of	  a	  housekeeping	  gene	  (GAPDH),	  and	  referencing	  all	  other	  genes	  to	  it	  [6].	  	  GAPDH	  is	  a	  universal	  control	  gene	  due	  to	  its	  stable	  and	  constitutive	  expression	  at	  high	  levels	  in	  almost	  every	  cell	  and	  tissue.	  Each	  of	  the	  three	  samples	  per	  row	  per	  gene	  was	  averaged,	  and	  the	  base	  GAPDH	  Ct	  values	  were	  subtracted	  from	  that.	  	  The	  amount	  of	  target	  gene	  was	  then	  calculated	  by	  2^-­‐delta	  value	  and	  then	  divided	  by	  the	  control	  amount	  to	  give	  a	  comparison	  to	  the	  control	  expression	  set	  at	  1.	  	  The	  calculated	  TNF-­‐alpha	  and	  GFAP	  expression	  levels	  after	  both	  1	  impact	  and	  2	  impacts	  are	  shown	  below.	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  Figure	  6	  –	  TNF-­‐alpha	  Expression	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hypothesis	  stated	  that	  the	  levels	  were	  not	  equivalent.	  An	  alpha	  value	  of	  0.05	  for	  a	  two-­‐sided	  test	  was	  used,	  and	  the	  results	  are	  presented	  in	  Tables	  1	  and	  2.	  	  The	  maximum	  sample	  size	  was	  nine	  and	  any	  value	  less	  than	  nine	  meant	  that	  that	  sample	  was	  unreadable	  post	  PCR.	  	  In	  this	  study,	  any	  p-­‐value	  less	  than	  alpha	  would	  correspond	  to	  a	  statistically	  significant	  change	  in	  expression	  from	  the	  control	  group.	  	  	  	  
TNF-­‐Alpha	   Control	   0	  Degree	   45	  Degree	   90	  Degree	  
Mean	  Exp.	   1	   2.104	   0.345	   0.423	  
Stdev	   0.300	   0.355	   0.165	   0.414	  
Sample	  Size	   4	   5	   5	   7	  
Tcalc	   	   -­‐5.5	   3.92	   2.66	  
p	  value	   	   0.000775	   0.014	   0.028	  Table	  1:	  TNF-­‐Alpha	  Hypothesis	  Tests	  (1	  Impact)	  	  
GFAP	   Control	   0	  Degree	   45	  Degree	   90	  Degree	  
Mean	  Exp.	   1	   1.177	   1.544	   1.074	  
Stdev	   0.103	   0.279	   0.035	   0.285	  
Sample	  Size	   9	   8	   9	   9	  
Tcalc	   	   -­‐1.69	   -­‐15.00	   -­‐0.73	  
p	  value	   	   0.126	   0	   0.48	  Table	  2:	  GFAP	  Hypothesis	  Tests	  (1	  Impact)	  	  	  	  
5.	  Conclusion	  	   Initial	  expectations	  were	  that	  the	  90-­‐degree	  impact	  angle	  would	  claim	  the	  highest	  expression	  of	  the	  test	  genes	  since	  it	  exhibited	  the	  most	  similar	  characteristics	  of	  a	  head	  on	  collision.	  Following	  suit	  would	  be	  45	  degrees	  and	  then	  0	  degrees,	  but	  this	  was	  not	  the	  case	  for	  either	  gene	  tested.	  	  According	  to	  the	  data,	  not	  even	  the	  same	  angle	  expressed	  the	  highest	  expression	  across	  both	  genes.	  	  90	  degrees	  was	  third	  in	  expression	  in	  for	  both	  genes,	  while	  the	  other	  two	  flipped	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between	  0	  and	  45	  degrees.	  Based	  on	  the	  PCR	  quantification,	  the	  one	  impact	  samples	  showed	  significant	  changes	  in	  expression	  compared	  to	  the	  control	  group.	  	  The	  0	  degree	  impact	  showed	  more	  than	  double	  the	  level	  of	  expression	  of	  TNF-­‐alpha,	  indicating	  an	  increase	  in	  the	  level	  of	  inflammation	  in	  the	  astrocytes	  as	  opposed	  to	  before.	  	  The	  45	  and	  90-­‐degree	  results	  showed	  a	  decrease	  by	  more	  than	  half	  in	  the	  level	  of	  expression.	  	  This	  could	  be	  attributed	  to	  a	  larger	  number	  of	  cell	  deaths	  but	  further	  investigation	  might	  shed	  some	  light	  on	  the	  causes	  of	  under	  regulation.	  	  Due	  to	  the	  smaller	  sample	  size	  collected	  in	  both	  1	  impact	  and	  2	  impact	  readings,	  the	  TNF-­‐alpha	  results	  are	  much	  less	  reliable	  than	  GFAP.	  	  The	  TNF-­‐alpha	  samples	  came	  back	  with	  N/A	  readings	  more	  often	  than	  not	  so	  the	  expression	  levels	  are	  heavily	  biased	  on	  three	  or	  four	  samples	  instead	  of	  the	  nine	  possible	  taken,	  even	  on	  the	  control.	  	  	  	  According	  to	  the	  two	  sample	  t-­‐tests,	  and	  using	  an	  alpha	  of	  0.05,	  all	  three	  of	  the	  impact	  angles	  were	  statistically	  significant	  in	  terms	  of	  expressing	  different	  levels.	  	  	  The	  other	  gene	  of	  interest,	  GFAP,	  gave	  readings	  for	  every	  sample	  and	  all	  angles	  showed	  an	  increase	  in	  expression	  as	  expected.	  	  The	  highest	  expression	  was	  45	  degree,	  followed	  by	  0,	  and	  then	  90.	  	  Statistically	  speaking,	  only	  the	  45-­‐degree	  sample	  was	  significantly	  different	  in	  expression	  levels	  due	  to	  its	  very	  small	  standard	  deviation,	  and	  the	  other	  two	  while	  expressing	  at	  a	  higher	  level,	  are	  not	  significantly	  different	  in	  relation	  to	  the	  t-­‐test.	  	  GFAP	  is	  responsible	  for	  a	  multitude	  of	  functions	  in	  astrocytes	  including	  cell	  communication	  and	  the	  function	  of	  the	  blood	  brain	  barrier.	  	  This	  increase	  in	  expression	  means	  that	  the	  cells	  responded	  to	  injury	  and	  signifies	  the	  cells	  attempting	  to	  undergo	  repair.	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However,	  on	  the	  two	  impact	  samples,	  very	  little	  data	  was	  recorded	  and	  actual	  results	  could	  not	  be	  calculated	  or	  graphed.	  	  TNF-­‐alpha	  only	  gave	  one	  Ct	  value	  for	  0	  degrees	  and	  strictly	  N/A	  readings	  for	  the	  other	  two	  angles.	  	  This	  could	  be	  attributed	  to	  total	  loss	  of	  function	  in	  the	  astrocytes	  or	  massive	  death	  after	  two	  impacts,	  but	  visuals	  of	  cells	  were	  not	  obtained	  in	  order	  to	  determine	  an	  exact	  cause.	  	  GFAP	  yielded	  fairly	  similar	  results,	  with	  one	  value	  for	  0	  and	  one	  value	  for	  45	  degrees.	  This	  suggests	  that	  one	  impact	  might	  be	  all	  that	  the	  astrocytes	  can	  handle,	  or	  that	  for	  two	  impacts,	  the	  possibility	  of	  reducing	  the	  drop	  angle	  might	  be	  something	  to	  look	  into.	  	  Another	  explanation	  could	  be	  the	  gene	  choice,	  in	  that	  either	  TNF-­‐alpha	  or	  GFAP	  can	  only	  do	  so	  much	  in	  response	  to	  damage.	  	  	  Therefore	  a	  second	  run	  through	  was	  performed,	  intended	  to	  test	  S100-­‐beta,	  a	  neuronal	  survival	  protein	  that	  is	  normally	  elevated	  in	  response	  to	  nervous	  system	  damage,	  in	  place	  of	  TNF-­‐alpha.	  But,	  a	  majority	  of	  the	  second	  run	  through	  of	  data	  had	  to	  be	  trashed	  after	  the	  RNA	  purification	  process	  due	  to	  a	  failed	  dilution	  of	  the	  RPE	  buffer	  with	  ethanol.	  	  Only	  one	  PCR	  plate	  could	  be	  tested	  which	  did	  not	  have	  enough	  data	  on	  all	  angles	  in	  order	  to	  make	  any	  conclusions.	  	  Future	  directions	  of	  this	  study	  would	  include	  expanding	  genes	  to	  test	  in	  response	  to	  a	  simulated	  traumatic	  brain	  injury	  and	  seeing	  how	  their	  regulation	  and	  expression	  is	  effected.	  	  Other	  markers	  could	  allow	  for	  a	  wider	  recognition	  of	  what	  injuries	  could	  have	  been	  sustained	  by	  the	  astrocytes,	  and	  how	  expression	  varies	  among	  them.	  	  Microscopy	  images	  of	  the	  cells	  post	  impact	  could	  also	  play	  a	  role	  in	  identifying	  what	  physically	  happens	  to	  the	  cells	  when	  hit	  at	  different	  angles.	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